























































第１章 序論 …………………………………………………………………… 1                
図表 …………………………………………………………………… 7                         
 
第２章  がん細胞における Withaferin A とメトキシ Withaferin A の分子 
機構  …………………………………………………………………… 11                               
 
2－1 緒言………………………………………………………………………… 11                                                           
 
2－2 方法………………………………………………………………………… 12                                                          
2－2－1 細胞培養 ………………………………………………………………… 12                                                     
2－2－2 MTT アッセイ …………………………………………………………14                                             
2－2－3 コロニー形成アッセイ………………………………………………… 13                           
2－2－4  免疫染色…………………………………………………………………13                                             
2－2－5 細胞タンパク質の測定…………………………………………………14                          
2－2－6 ウエスタンブロット……………………………………………………15                            
2－2－7 トータル RNA 精製 ……………………………………………………15                          




2－3 結果と分析  ………………………………………………………………16                               
2－3－1 細胞毒性と細胞生存率…………………………………………………16                                                 
2－3－2 免疫染色(ICC）…………………………………………………………17                                                         
2－3－3 ウエスタンブロット……………………………………………………17                                                   
2－3－4 ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）……………………………………18                                       
2－3－5 データの統計分析………………………………………………………19                                                    
2－3－6 p53 と p21CIP1/WAF1 シグナル伝達通路による細胞周期への影響  ……19    
2－3－7 p53 を増加させる要因―Mortalin と CARF タンパク質の作用 ……21            
2－3－8 NRF2 シグナル伝達通路による細胞酸化的ストレス応答への影響  22          
2－3－9 PARP、Gadd45 タンパク質の発現による細胞 DNA 障害の影響…… 23          
2－3－10 p53、Bax、Bcl-2 シグナル伝達通路によるアポトーシスの影響 23           
 




第 3 章 正常細胞における Withaferin A とメトキシ Withaferin A の分子 
機構 ………………………………………………………………………45     
 
3－1 緒言 …………………………………………………………………………45                                  
 
3－2 方法 …………………………………………………………………………45                                  
3－2－1  細胞培養  ………………………………………………………………46                                
3－2－2 MTT アッセイ …………………………………………………………46                            
 
 
3－2－3 コロニー形成アッセイ…………………………………………………46                           
3－2－4  免疫染色…………………………………………………………………46                                           
3－2－5 細胞タンパク質の測定…………………………………………………46                           
3－2－6 ウエスタンブロット……………………………………………………46                           
3－2－7 トータル RNA 精製………………………………………………………46                             
3－2－8 ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）……………………………………47                      
 
3－3 結果と分析 …………………………………………………………………47                                  
3－3－1 細胞毒性と細胞生存率…………………………………………………47                                                   
3－3－2 免疫染色(ICC）…………………………………………………………47                                                        
3－3－3 ウエスタンブロット……………………………………………………48                                                    
3－3－4 ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）……………………………………48                                      
3－3－5 データの統計分析………………………………………………………49                                                     
3－3－6 p53 と p21CIP1/WAF1 シグナル伝達通路による細胞周期への影響 ……50      
3－3－7 p53 を増加させる要因―Mortalin と CARF タンパク質の作用 ……51               
3－3－8 NRF2 と KEAP1 シグナル伝達通路による細胞酸化的ストレス応答へ 
の影響……………………………………………………………………52                                                     
3－3－9 PARP、Gadd45 タンパク質の発現による細胞 DNA 障害の影響 ……53           
3－3－10 p53、Bax、Bcl-2 シグナル伝達通路によるアポトーシスの影響 54           
 
3－4 考察…………………………………………………………………………54                                                                   





第 4 章 総括………………………………………………………………………74                                                                   
 
参考文献 …………………………………………………………………………77                                   
                                     














































































































































CARF:    Collaborator of ARF 
CHK 1/2:  Checkpoint kinase 1/2 
BSA:     Bovine serum albumin 
PBS:    Phosphate-buffered saline 
PCR:    Polymerase chain reaction 
PDs:    Population doublings 
γH2AX:  Gamma histone variant H2AX 
mM:    millimolar 
ml:     milliliter 
DMEM:   Dulbecco’s modified eagle’s medium 
DMSO:   Dimethyl sulfoxide 
DNA:    Deoxyribonucleic acid 
ECL:    Enhanced chemiluminescence 
FBS:    Fetal bovine serum 
GFP:     Green fluorescent protein 
RB:     Retinoblastoma 
SDS:    Sodium dodecyl sulfate 
RNA:    Ribonucleic acid 
WA:     withaferin A 
mWA   Methoxy-WithaferinA 








































































































































アシュワガンダ葉の有効成分の中に、Methoxy Withaferin A（2,3 - dihydro 
-3- methoxywithaferin A）という化合物がある。Withaferin Aのメトキシ化合
物、化学構造が Withaferin A と非常に似ている（図 1-4）。  



























図 1-1 がんによる死亡者数グラフ  





































図 1-3 アシュワガンダのエタノール抽出物の成分  
インドの薬草アシュワガンダ葉から水とアルコールを用いて、水抽出物 WEX
とアルコール抽出物 i-Extract を得た。さらに、アルコール抽出物 i-Extract
から WithaferinA、WithanolideA、WithanosideD、WithanosideB、
Methoxy-WithaferinA と Withanone を精製された。  
 
WithaferinA Withanone 














































































2－2－2 MTT アッセイ 
U2OS細胞を 4000 ずつ 96ウェル培養プレートに播種し、180μl DMEMを加え、
一晩で培養した。80％～90％程度で成長された場合、WAと mWAを 0、0.3、0.6、
1.5，3.0μg/ ml の濃度で、各濃度 6ウェルずつに注入した。24時間後(図 2-1)、
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6 ウェルプレートに 500 の U2OS細胞/ウェル播種し、2 mL/ウェルの割合で








すればよい、WAと mWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で、各濃度 1ウ
ェルずつに注入した。24時間を 37°Cインキュベートした。処理した U2OS細胞





の上に、PBSTで 10 分、3回洗った。そして、同じように、カバーガラスを 2nd 抗









6 ウェルプレートに 80000 の U2OS細胞/ウェル播種し、2 ml/ウェルの割合で
10%FBSの DMEM培地を加え、37℃で 24時間にインキュベートした。細胞が 80～
90%に成長したら、WAと mWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で注入し









回収したタンパク質は BCA Protein Assay Kit(Thermo Fisher Scientific 社)










くり Separatingゲル溶液と Stackingゲル溶液を 20分の間隔でガラスプレート
に注入した。ゲル溶液を固定したら、ガラスプレートを電気泳動セットに組み
立ち、Runningバッファーを注入した。20～30μlの SBバッファー、Milli-Q water、






プラスチック容器に 3% BSAを入れる TBST(0.1% Tween-20 Tris-buffered 
Salines)で 1ｈ室温にブロッキングした。洗浄し、一次抗体を加え、1h室温あ







2－2－7 トータル RNA 精製 
細胞を 10cm²ディッシュ培養し、80～90%程度に成長させ、WAと mWAを 0、0.3、
0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で注入した。37℃で 24時間にインキュベートした。
16 
 
処理した U2OS細胞を剥離し、懸濁した。500rpm で 5分間遠心して、DMEM培地
を吸出し、PBS(-)で洗い、PBSを吸出した。残った U2OS細胞団を次の過程に使
用するか、まだ－80℃で冷凍する。 
次に、RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN）を用いて、操作説明書に従って、細
胞のトータル RNAを精製した。精製した RNA を NanoDrop 1000 1μL 分光光度
計（Thermo Fisher Scientific）で吸光度を測定し、濃度を算出した。 
 
2－2－8 ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR） 
ThermoScript™ RT-PCR システム(Life technologies)の使用説明書に従って、
50 μM Oligo(dT)20、 精製した RNA 、10 mM dNTP Mix と DEPC処理水を用いて、
RNAを変性させ、5XcDNA 合成 Buffer、DTT (0.1 M)、RNaseOUT™、ThermoScript
™ RT、DEPC処理水を用いて、逆転写反応を行い、cDNAを調製した。この cDNA を
10X PCR Buffer 、順逆プライマー、10 mM dNTP mix PCR、Taq DNA ポリメラー
ゼ、ヌクレアーゼフリー水を用いて、PCR 反応液の合成を完成した。94℃10 分
を 1 回，94℃30秒・55℃30秒・72℃1 分を 25 回，PCR反応を行った。 
アガロース粉末 0.5ｇを１x TAE溶液に電子レンジで溶かせ、10 分間程度冷や
し、10 mg/ ml EtBr 溶液を 2.5μl入れた。溶液を泳動槽に流し、固まるまで待
った。得られた PCR 産物をアガロースゲル泳動にいれ、100Vで 20 分に泳動し















致死率がほぼ 20%未満であった（図 2－2、3、4）。 







12ウェル培養プレートに WAと mWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度























p53（＋ 5′-CTGCCCTCAACAAGATGTTTTG-3′  
p53（-）5′-CTATCTGAGCAGCGCTCATGG-3 
p21 CIP1/WAF1（＋）5′-ATGAAATTCACCCCCTTTCC-3′ 
p21 CIP1/WAF1（-）5′-CCCTAGGCTGTGCTCACTTC-3′,  
Bcl-2（＋）5′- GTGGAGGAGCTCTTCAGGGA -3′ 





















すべての実験は 3 回以上を行った。実験結果の統計処理には Mann-Whitney 
Testを用いた。統計は統計解析ソフト StatView (Abacus Concepts, Inc., 
Berkeley, CA) を用いて解析した。 
 
2－3－6 p53と p21CIP1/WAF1シグナル伝達通路による細胞周期への影響 
p53 遺伝子は，ヒトの染色体では 17p13.1 に位置し、腫瘍抑制遺伝子として
知られている。その産物である p53 タンパク質は、分子量 53000 Da、393 アミ
ノ酸から成り、細胞周期の制御やアポトーシスのような細胞死の進行に関与す
る転写因子として機能している（17）。p53 遺伝子の変異はヒトのがんおける最も




蛋白質は p21 などの遺伝子の発現を制御する転写因子である。p21 は、転写因
子である p53が活性化されることにより、発現を誘導され、主に CDK2と結合し、
CDK2の機能を抑制するので、細胞周期の G1 期から S期の停止に関わる（図 7）。 
この研究は WAと MWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で、U2OS骨肉
腫細胞に投入し、p53 と p21CIP1/WAF1の発見は免疫染色、ウエスタンブロット、
RT-PCRによる調べた。WAによる処理した U2OS細胞における p53の免疫染色化
学分析に、0.6μg/ ml 以上の用量で、細胞の大部分において p53 による核の染
色が非常に強くになることを明らかにした。WAによる処理したと、細胞質のｐ
53タンパク質が細胞核に移し、転写因子として機能した。いわば、ｐ53の活性




とが発見した。一方、mWAの処理した細胞でも 3.0μg/ ml 程度の高い用量で p53
タンパク質の発現レベルの変化を示さなかった。このように、WA による処理さ
れた U2OS細胞の p53 タンパク質の発現が WAの濃度に従って上昇した。mWAの処
理した U2OS細胞の p53タンパク質の発現が mWAの濃度なりの変化が見られなか
った(図 2－8)。そして、p53 遺伝子の mRNA 量が RT-PCR法により解析した。WA
による処理した U2OS 細胞において、p53遺伝子の mRNA量が有意なアップレギュ
レーションを見出した。一方、mWA の処理した U2OS細胞の p53遺伝子の mRNA量






p53と同じく、WAによる処理された U2OS細胞の p21 CIP1/WAF1タンパク質の発現が
WAの濃度に従って上昇した。mWAの処理した U2OS細胞の p21CIP1/WAF1タンパク質
の発現が mWAの濃度なりの変化が見られなかった(図 2－7、8)。RT-PCR法によ
り解析の結果に、WA と mWAによる処理された U2OS細胞 p21CIP1/WAF1遺伝子の mRNA
量の変化が見られなかった（図 2－9）。p21CIP1/WAF1のタンパク質量の増加は p53 タ
ンパク質の誘導によると考えられる。 
 

































この研究は WAと mWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で、U2OS骨肉
腫細胞に投入し、NRF2 の発現はウエスタンブロット、RT-PCRによる調べた。ウ
エスタンブロットに WAによる処理した U2OS細胞における NRF2の発現が減少し、
MWA処理した U2OS細胞の NRF2も減少を見られた、WAと mWAの投入により NRF2
タンパク質の抑制に役に立つと示されている（図 2-13）。そして、NRF2遺伝子
の mRNA量が RT-PCR 法により解析した。WA による処理した U2OS 細胞において、
NRF2遺伝子の mRNA 量が減少を見られ、mWA の処理組が小幅増加と見られる（図


























































促進によって、CDK2 の機能を抑制するので、細胞周期の G1期から S期の停止に































図 2-1  U2OS 細胞の電子顕微鏡像 
U2OS 細胞を Withaferin A及び Methoxy-WithaferinA で 48時間に処理した。 









図 2-2 U2OS 細胞生存実験（MTTアッセイ）  














図 2-3  U2OS細胞生存実験（MTTアッセイ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で、MTT アッセイにより、















図 2-4  U2OS細胞生存実験（MTTアッセイ）  
 mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0、6.0、12、24、48 µｇ/ml の濃度で、MTT アッ










図 2-4  U2OS細胞生存実験（コロニー形成アッセイ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5，3.0 µｇ/ml の濃度で、コロニー形成アッセ
イにより、細胞の増殖状況を確定した。WA を投入した組が 0.3 µｇ/ml の濃度
から、細胞は基本的にコロニー形成できなかった、死亡細胞が 90%以上である。









図 2-6  WA と mWAによる p53 と p21WAF1シグナル伝達通路への影響  
         (U2OS 細胞免疫蛍光染色像）  
WAと MWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で、各タンパク質の量の変
化を染色により、観察した。 WAによる処理組における p53 の免疫染色化学分析
に、0.6 µｇ/ml 以上の用量で、細胞核の染色が非常に強くになることを明らか









図 2-7  WA と mWAによる p53 と p21WAF1シグナル伝達通路への影響  
        （U2OS細胞免疫蛍光染色像）  
WAと MWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で、各タンパク質の量の変










図 2-8 WAと mWAによる p53 と p21WAF1シグナル伝達通路への影響  
    （U2OS細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。WAによる処理組に低用量で p53と p21タンパク質の量が上昇された。







図 2-9 WAと mWAによる p53 と p21WAF1シグナル伝達通路への影響  
     （U2OS細胞 RT-PCR像と定量グラフ）  
 WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で RT-PCR 実験を行った。 
WAによる処理組において、p53とp21遺伝子のmRNA量が有意な上昇を見出した。








図 2-10 p53 を増加させる要因―Mortalin タンパク質の作用  
（U2OS細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
 WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。 WAによる処理した U2OS 細胞における Mortalin 発現量が濃度に従っ










図 2-11 p53 を増加させる要因―CARF タンパク質の作用  
（U2OS細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
 WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。 WA による処理した U2OS 細胞における CARF 発現量が濃度に従って増











図 2-12 p53 を増加させる要因―CARF タンパク質の作用  
（U2OS細胞 RT-PCR 像と定量グラフ）  










図 2-13 NRF2シグナル伝達通路による細胞酸化的ストレス応答 
（U2OS細胞ウエスタンブロット像と定量グラ） 
 
  WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実
験を行った。WA の処理組、NRF2 の発現量が濃度の増加に伴って減少し、mWA












図 2-14 NRF2シグナル伝達通路による細胞酸化的ストレス応答  
（U2OS細胞 RT-PCR 像と定量グラフ） 
WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で RT-PCR 実験を行った。 










図 2-15 pro-PARPタンパク質の発現による細胞 DNA障害の影響  
（U2OS細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験













図 2-16 Gadd45 タンパク質の発現による細胞 DNA 障害の影響  
（U2OS細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
 WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。 WAによる処理した U2OS 細胞における Gadd45 タンパク質量の発現が













図 2-17 Gadd45 タンパク質の発現による細胞 DNA 障害の影響  
          （U2OS細胞 RT-PCR像と定量グラフ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で RT-PCR 実験を行った。 WA











図 2-18 Bcl-2シグナル伝達通路によるアポトーシスの影響  
（U2OS細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
 WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。 WAによる処理組に Bcl-2タンパク質の発現量が減少し、mWA による











図 2-19 Bax シグナル伝達通路によるアポトーシスの影響  
（U2OS細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。WA による処理組に、Bax タンパク質発現量が増加した。mWA による処
































ルチャー•コレクションから入手した。培養条件と方法が同 1－3－1（図 3-1） 
 
3－2－2 MTT Assay 





































つぎ、WAと MWAを 0、0.3、0.6、1.5，3.0μg/ ml の濃度で、コロニー形成ア
ッセイにより、細胞の増殖状況を確定した。WAを投入した組が 0.3μg/ ml の濃
度から、細胞は基本的にコロニー形成できない、死亡細胞が 90%以上である。強






12ウェル培養プレートに WAと mWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度







WAと mWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で、ゲルに注入し、実験が
行った。ニトロセルロース膜に履く感光線の濃さにより、各タンパク質の量を

















p53（＋ 5′-CTGCCCTCAACAAGATGTTTTG-3′  
p53（-）5′-CTATCTGAGCAGCGCTCATGG-3 
p21 CIP1/WAF1（＋）5′-ATGAAATTCACCCCCTTTCC-3′ 
p21 CIP1/WAF1（-）5′-CCCTAGGCTGTGCTCACTTC-3′,  
Bcl-2（＋）5′- GTGGAGGAGCTCTTCAGGGA -3′ 


















すべての実験は 3 回以上を行った。実験結果の統計処理には Mann-Whitney 
Testを用いた。統計は統計解析ソフト StatView (Abacus Concepts, Inc., 
Berkeley, CA) を用いて解析した。 
 
3－3－6 p53 と p21CIP1/WAF1シグナル伝達通路による細胞周期への影響 
p53 遺伝子は，ヒトの染色体では 17p13.1 に位置し，腫瘍抑制遺伝子として
知られている．その産物である p53 タンパク質は，分子量 53000Da、393 アミ
ノ酸から成り，細胞周期の制御やアポトーシスのような細胞死の進行に関与す
る転写因子として機能している（17）。p53 遺伝子の産物である p53 タンパク質
が発がん抑制において、中心的な役割を果たしていることが明らかになった（18）。
p53 蛋白質は p21 などの遺伝子の発現を制御する転写因子である。p21は、転
写因子である p53が活性化されることにより、発現を誘導され、主に CDK2と結
合し、CDK2の機能を抑制するので、細胞周期の G1 期から S 期の停止に関わる。 
この研究は WAと mWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で、TIG3細胞
に投入し、p53と p21CIP1/WAF1の発見は免疫染色、ウエスタンブロット、RT-PCRに




理した TIG3細胞の p53染色強度は 0.6μg/ ml の濃度から、核の染色が強くな
ることが見られた。大きな変化を示さなかった（図 3-6）。ウエスタンブロット





このように、WAによる処理された TIG3 細胞の p53タンパク質の発現が WAの濃
度に従って上昇した。mWAの処理した TIG3 細胞の p53タンパク質の発現も mWA
の濃度なりの変化が見られなかった。そして、p53 伝子の mRNA量が RT-PCR法
により解析した。WA による処理した TIG3 細胞において、p53遺伝子の mRNA量
が有意なアップレギュレーションになった。mWAの処理した TIG3 細胞の p53遺
伝子の mRNA量の発現が mWAの濃度なりの変化が見られなかった（図 3-9）。p53 







量の変化が見られなかった（図 3-9）。ｐ21CIP1/WAF1のタンパク質量の増加は p53 タ
ンパク質の誘導によると考えられる。 
 










本研究は WAと MWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で、TIG3細胞に
投入し、Mortalinと CARFタンパク質の発現はウエスタンブロット、RT-PCRに
よる調べた。ウエスタンブロット実験に、WA による処理した TIG3 細胞における
Mortalinタンパク質の量が濃度の増量と反して、減っていた。CARF タンパク質
量が濃度に従って、増加した。mWAの処理した TIG細胞の Mortalin タンパク質
の発現が濃度に従って、強度が上がることがわかった。CARFタンパク質の発現























この研究は WAと mWAを 0、0.3、0.6、1.5、3.0μg/ ml の濃度で、TIG3細胞
に投入し、NRF2 と KEAP1 の発現はウエスタンブロット、RT-PCR による調べた。
ウエスタンブロットに WAと mWAによる処理した TIG3細胞における NRF2の発現
がいずれも上昇し、WA処理した TIG3細胞の KEAP1も上昇を見られたが、MWAの



















































誘導する p53を活性化したことにより、p53 と p21CIP1/WAF1シグナル伝達通路の促
進によって、CDK2の機能を抑制するので、細胞周期の G1期から S 期の停止に誘
















































     
     図 3-1  TIG3 細胞の電子顕微鏡像 
 
TIG3 細胞を Withaferin A 及び Methoxy-WithaferinA で 48 時間に処理した。 





























図 3-3  U2OS細胞生存実験（MTTアッセイ）  














図 3-4  TIG3細胞生存実験（MTTアッセイ）  
mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0、6.0、12、24、48 µｇ/ml の濃度で、MTT アッ
セイにより、濃度が 0.6〜6 µｇ/ml の範囲に、正常細胞の増殖促進作用がある







図 3-5 TIG3 細胞生存実験（コロニー形成アッセイ）  
  WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5，3.0 µｇ/ml の濃度で、コロニー形成アッ
セイにより、細胞の増殖状況を確定した。 WA を投入した組が 0.3 µｇ/ml の濃
度から、細胞は基本的にコロニー形成できない、コロニー形成率 12%である。強
い増殖障害をもたらした。一方、MWA の投入組が 3.0 µｇ/ml までの濃度で、コ













図 3-6 WAと mWAによる p53 と p21WAF1シグナル伝達通路への影響  
       （TIG3 細胞免疫蛍光染色像）  
WAと MWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で、各タンパク質の量の
変化を染色により、観察した。 WA による処理組における p53 の免疫染色化学分














図 3-7 WAと mWAによる p53 と p21WAF1シグナル伝達通路への影響  
      （TIG3 細胞免疫蛍光染色像）  
 WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で、各タンパク質の量
の変化を染色により、観察した。 WAによる処理組におけるｐ21 WAF1の免疫染色
化学分析に、 p21WAF1タンパク質による核の染色が非常に強くになった。mWA の









図 3-8 WAと mWAによる p53 と p21WAF1シグナル伝達通路への影響  
   （TIG3細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。WAによる処理組に p53と p21 WAF1タンパク質の量が上昇された。一方、










図 3-9 WAと mWAによる p53 と p21WAF1シグナル伝達通路への影響  
     （TIG3細胞 RT-PCR像と定量グラフ）  
WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で RT-PCR 実験を行った。 
WAによる処理組において、p53 と p21 WAF1遺伝子の mRNA 量が上昇した。mWA の処
理組に p53 遺伝子の mRNA 量の発現が有意義変化が見られなかったが、p21 WAF1








図 3-10 p53を増加させる要因‐Mortalin、CARFタンパク質作用  
（TIG3細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
 WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実
験を行った。WA の処理組、Mortalin タンパク質の量が減っていた。CARF タンパ










図 3-11 p53 を増加させる要因―CARF タンパク質の作用  
（TIG3細胞 RT-PCR 像と定量グラフ）  
WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で RT-PCR 実験を行った。









図 3-12 NRF2シグナル伝達通路による細胞酸化的ストレス応答 
（TIG3細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。 WA 処理組に NRF2 の発現量が減少したことに対し mWA による処理組
の NRF2 の発現量が上昇した。WA の処理組 KEAP1 の発現量が上昇を見られたが、












図 3-13 NRF2シグナル伝達通路による細胞酸化的ストレス応答  
（TIG3細胞 RT-PCR 像と定量グラフ）  
WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で RT-PCR 実験を行った。









図 3-14 pro-PARPタンパク質の発現による細胞 DNA障害の影響  
（TIG3細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  
WAと mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度でウエスタンブロット実験
を行った。WAの処理組、PARP タンパク質、Gadd45 タンパク質量の発現が減少す













図 3-15 Bcl-2シグナル伝達通路によるアポトーシスの影響  
（TIG3細胞ウエスタンブロット像と定量グラフ）  












図 3-16 Bcl-2シグナル伝達通路によるアポトーシスの影響  
       （TIG3細胞 RT-PCR 像と定量グラフ） 
WA と mWA を 0、0.3、0.6、1.5、3.0 µｇ/ml の濃度で RT-PCR 実験を行った。












図 3-17  Withanone の作用と研究内容  
今までの報告では、同じのアシュワガンダ葉の抽出物から同定された有効成













ワガンダから精製された活性成分の Withaferin A と Withaferin A のメトキシ











効果が少なかったと考える。3) WAによる処理組は DNA障害修復因子の PARP、
Gadd45の発現量を減少させるため、がん細胞の DNA障害修復を阻止することを
示唆されたことに対し、mWAによる処理組は細胞 DNA障害修復因子 PARPの影響









既知の Withaferin A の分子機構と異なることがはじめてわかった。細胞生存ア


























レス応答、DNA障害修復、アポトーシスの分子機構が既知の Withaferin A の分
子機構と異なることがはじめてわかった。細胞生存アッセイにおいて、MTTアッ
セイの結果に、WAを投入した組は、1.5μg/ ml の濃度から、正常細胞に 50%以
上の致死率を達したことに対し、mWAを投入した組は正常細胞の致死率が
0.6μg/ ml までの濃度に 20%しか達してなかった、さらに 6μg/ ml までの濃度
で正常細胞増殖の促進することを明らかにした。コロニー形成アッセイに、WA
を投入した組は 0.3μg/ ml の濃度から、コロニー形成率が 13%以下になった。
強い正常細胞の増殖障害を確認したことに対し、mWAを投入した組はその 10倍
の 3.0μg/ ml の濃度で、コロニー形成率がほぼ 20%に達した。 WA を投入した
組と比べ、非常に低い正常細胞の増殖障害を確認した。Withaferin A と比べ、
かなり正常細胞にダメージをつけることが弱いと明確した。 
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